滅菌同種骨移植の実験的研究 by 伊藤 貴夫
802 金沢 大学十 全医学会雑誌 第101巻 第5号 802
- 816(1992)
滅菌同種骨移植 の実験的研究
金沢大学医学部整形外科学講座 (主任: 宮 田勝郎教授)
伊 藤 貴 夫
( 平成4年 8月19 日受付)
四肢 ･ 体幹の 大きな 骨欠損の 再建に 対 し て , 欧米 で は凍結処理同種骨 を 剛
､た 再建 が多く の 施設で行われて い る ･ しか
し , 我 が 国で は無菌的に 同種骨を大量入手す る こ と が非常 に 困難であ るた め , 感染 が 危供 され
る切断肢 な どか らの 骨供給を考
ぇね ばな らず, ニ の よ う な 移植骨材 に お い て は , 適 切な滅菌処理 が必要 で ある ･ 滅 菌を 施 した 同種骨 の 臨床応用
が 可 能で あれ
ば , 無菌的 に 骨採取が必要な凍結処理同種骨に 代わ る移植骨材と して , 大量の 同 種骨の 供給が 可 能 に な る と 思わ れ る
･ さ ら
iこ , 凍結処理 同種骨移植の 重大な合併症 で あ る移植後感染の 発生も滅菌処理 に よ っ て 防 ぐ こ と が 可 能 で あ る と 考 え る ■ そ こ
で , 著者 は滅菌 処 理 同種骨 の 移植抗原性 や骨形成能 に つ い て凍結処 理 同種骨 と比較検討 し, こ れ ら
の 移植骨 と して の 有用性を
探 る目 的で 以下の 実験を行 っ た ･ ま ず】 W istar系 ラ ッ トの 大腿骨骨幹部を 剛
､て
∫
- 8 0 ℃凍結処理骨 , オ ー ト ク レ ー ブ 処理 骨
(1 35 ℃】 10分), エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガス 処理 骨 を作成 し た ･ こ れ ら処理 骨 の 移植抗原性
に つ い て ほ 皮膚脱落試験 に よ っ て 検討
した . 移植実験 で ほ , 各処埋骨 を S D系 ラ ッ ト の 大腿骨骨幹部に 作成 した骨欠損部 に 移植
した ･ さ ら に , 化学 的操作 を加 えた
脱灰 凍結乾燥同種骨 (a utolyz ed a ntige n
. e xtra cted a1loge n eic bo n e) を各滅菌処 理 同種骨の 周 掛 こ移植 した群も作成 した ･ こ の
5群に 対 して , 各処埋骨 が母 床 と骨癒合 して い く過程 を Ⅹ線像 ∴組織像 , 微小血 管造影像 , 移植骨内
へ の 血 管侵入 率に よ っ て
経時的に 観察 した . 皮膚脱落試験 の 結果 , 滅菌処理骨の 抗原性 は凍結処理骨の 抗原性 と同程度ま で 低下 し
て い る こ とが 示 され
た . 骨癒合 に 関 して , Ⅹ 線像 で 凍結処理骨 で は 移植後 8週目 に , 滅菌処理骨で は 各
々 移植後1 2週目 に 骨癒合が み られ た ･ 凍結
処 理骨 の 着床過程 で ほ , 移植骨 周 囲の 線維性結合織に 軟骨や新生骨 が誘導 され , 移植骨
へ の 血 管侵入 と 共に 移植骨 へ の 新生骨
の 添加や侵 入 が認 め られ た こ とか ら , 凍結処理 骨 は骨諌導能 と骨伝導能を有す る
こ と が示 され た ･ こ れ に 対 して , 滅 菌処理 骨
の 着床過掛 こお い て は 1 凍結処理 骨の 場合と異な っ て移植骨 間掛 こ骨誘導は認め られ ず】 移植骨
へ の 血 管侵入 と共に 移植骨 へ
の 新生骨の 侵入 が 認め られ た こ とか ら , 滅菌処理 骨の 着床 に ほ主 に 骨伝導が作用 して
い るもの と 考え られ た ･ また ∫ 移植骨 へ
の 血 管侵入 率( 母床の 血 管密度に対す る移植骨の 血 管密度の 比)に お い て は , ど
の 時期に お い て も滅菌処 理 骨ほ凍結処理骨よ り
も血管侵入率 が低か っ た . こ の 原因と し て は , 骨伝導能 しか 有 しな い 滅菌処理 骨 で ほ , 凍結処理 骨
の よ うな 骨誘導能 に よ る骨
伝導の 促進効果が得 られ なか っ た た め と考 え られ た ･
一 九 滅菌処 理 骨に 化学的操作 を加 え た 脱択凍結乾燥同種骨を移植 した
群で ほ 処理 骨周 囲の 骨誘導能 が高め られ 】 結果的に 化学的操作 を加 えた 脱灰 凍結乾燥
同種骨非移植群に 比 べ , 骨癒合や 移植骨
へ の 血 管侵入 が 促進 され て い た ･ 以上 か ら滅菌処理骨の 着床 ほ凍結処理骨よ りも遅延が み られ るも
の の , 阻織学的 に ほ 十分な
骨癒合が認め られ . さ らに 移植骨 へ の 血 管侵入 や 新生骨に よ る移植骨 の 再置換が徐
々 に 起 こ る こ と が 示 され た ･ こ の こ と ほ ▲
塊状移植骨材 と して 滅菌処理骨が十分に 臨床応用 で き る こ とを 示 唆す るもの で ある ･ ま
た , 滅菌処 理 骨周 囲 に 骨 誘導物質を 加
ぇ る こ と で , 骨形成能の 面 では 凍結処理 骨 に 遜色 の な い 移植骨材 に な り得る もの と考 え られ た ･
Key w ords allogeneic bo n egr aft, autO Clav e･ ethyl
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allogeneic bo ne , Steriliz ation
骨移植 の 目的ほ , 外傷や 疾病に よ り 生じた 骨欠損に 対 し , そ
の 失わ れた形態 お よ び支持性を獲得 させ る こ とで あ る ･ 具体的
に は , 先天性疾患や外傷 に よ る骨欠損や骨腫瘍切除後 の 骨欠損
に対す る再建術, ま た 偽関節や骨髄炎の 治乱 関節や 脊椎 の 固
定などに 使用 され る . 特に , 近 年で は悪性腫瘍の 化学療法が向
上 した こ とに 伴 い , 以前で ほ 切断を余儀 なく され て い た 症例に
対 して 息肢温存が 図ら れ る ように な り , 腫瘍切除後 に 生 じた 広
範囲な骨欠損に 対す る再建 に 大量の 骨移植が必要 であ っ た り ∫
外傷や 人工 関節再置換手術に おけ る大きな骨欠損 に 対 しても大
量の 骨移植 が必要な症例が増加 して い る ･
骨移植材料 と して は , 骨形成能や移植免疫な どの 点か ら自家
骨移植が最も優れて い るが
l-2〉
, 大量 の 骨移植が必要な症例 に 対
してほ , 自家骨移植で ほ 採骨で きる 量に 制限 があるた めに 補
い
きれ な い . 欧米諸国 で は こ の 間題の 解決策と して同種骨移植
に
目 を 向け, 移植骨 の 骨形成能や生力学的な観点か ら凍結処理同




. しか し , 我が 国で ほ角膜や 腎臓は死体か らの 採取が法
的に 認め られ て い るもの の 骨銀行ほ 立 法化 され て い な い
こ と
や , 死体を 火葬して 遺骨 を墓 に 葬 る と い う遺骨尊重 の 思想か
ら , 同種骨 の獲得 が非常 に 困難であ る ･ さ らに , 最近で は凍結
処理同種骨移植 に 関 して 移植後感染 の 発生が大きな問題とな
っ
て きて お り , 同種骨の 処 理方法 を再考す る気運が高ま っ てき
て
我が 国の 現状 と して , 同種骨を 入 手する に ほ 切 断肢 や各種
疾














患で死亡 した症例か らの 骨供給も考 えな くて は な らな■い が , 無
菌的操作に よ る骨採取ほ非常 に 困難な こ とが 多い ･ しか し, こ
の よう な場合に お い て も , 採取 した 同種骨を医療器具の 滅菌と
同様に オ ー ト ク レ
ー ブ や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス に よ っ て滅菌
処理する こ と で感染の 危倶は なくなるは ずで あ る ･ さ らに , こ
れらの 処理 に よ っ て 得 られ た 同種骨が骨形成の 点か ら凍結処理
同種骨と比べ て遜色の な い 移植骨材であれ ば , 我が 国に お い て
も大量の 同種骨の 供給が 可能 に な ろう ･





､ =) は なされ て い るが , 同種骨を オ ー ト ク レ ー ブ処
理して 移植を行い , そ の 移植骨 の 骨形成に つ い て 検討 した報告
は未だみ られ ない . ま た , エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガス 処理 同種骨
に 関して は臨床使用の 報告
牒 や移植実験
18)1 れ が 散見 さ れ るも の
の , エ チ レ ン オキ サ イ ドガ ス 処理 同種骨の 骨形成能 に つ い て 詳
細に 検討 した 報告は な い .
以上か ら , 著者ほ 滅菌処理 同種骨と して の オ ー ト ク レ ー ブ処
理骨およ び エ チ レ ン オ .キ サ イ ドガ ス 処理 骨の 臨床応用 の 可 能性
を探るた め に , そ の 抗原性 お よび 骨形成能に 関 して 凍結処理同
種骨を対象と して 比較検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ. 実験動物
週令10週か ら12週 の W istar 系雌性 ラ ッ ト (日 本 ク レ ア , 東
京)を ドナ ー と し, S D系雌性 ラ ッ ト ( 日本 ク レ ア) を レ シ ピ エ
ン トと して以下の 実験 を行 っ た .
Ⅱ . 実験方法
1. 各種処理 骨の 作成
1) 同種処理移植骨の 作成
ベ ン トパ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム 注射液 (ネ ン ブ タ ー ル 注 射
液, ベ ン トパ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム 50m g/ml) を W istar 系
ラ ッ トの 腹腔内に 約 1 mI 注射 し て屠殺 し , 大腿 骨骨幹部 よ り
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Fig･1･ Sche m a ofthe skin gr aft a ss ay. Auto claved(1 35℃,
10min), ethylen e o xide ga s steriliz ed, a nd fr oz e n(-80 ℃)
allogr afts ar eobtain ed fr o mthe r es e cted fe m u rs of W ista r
rats･ Under as eptic c o ndito n, a 10m m fr agm e nt of the
thr ee ty pe s of allogr aft a nd fr e sh a1logr aft is the n
implanted into the ba ck m u s cle of the a n esthetiz ed S D
rats･ After athr e e-W e ek delay, tO allo w the S Dr ats to
be c o m es e n sitiz ed to the auogr aft, a thor o ughly defatted,
full-thickne ss skin gr aft fr o m a n other W istar r at is
tr anspla nted to the s a m eS Drats. Afte rtr a n spla ntatio n,
the skin grafts a regr aded daily to the point of clinic al





detect the ノpr e se nc e o r abse n cetr a n spla ntatio nim m u nity
to do n ortiss u ein the host.
大き さ約 10m m の 骨 片を採取 した . 採取 した 骨片は滅菌生理
食塩水 で数回 洗浄 を行 い , 骨片に 付着す る軟部組織や骨髄成分
を除去 した .
i . 凍結処理骨
採取 した 骨片を滅菌済み片面吸水 ド レ ー プ (メ デ ィ ス ポ) (日
本 メ デ ィ コ 株式会社 , 名古屋) で 3重 に 包み , 冷 凍庫(U L T R-
A L O W, M D F～382 A T)(三洋電機株式会社 ‥ 鳥取)に て - 80 ℃ で
最低 2週間の 凍結保存を行 っ た .
ii. オ ー ト ク レ ー ブ処理骨
採取 した 骨片を滅菌用袋に 包 んだ 後, 高圧蒸気滅菌装置 (卓
上小型自動滅菌器 エ ル ク レ ー ブ オ ー ト , M A C-230型) (三 洋電
機株式会社) で135 ℃, 10分間の オ ー ト ク レ ー ブ処理 を 行 っ た .
iii. エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ
､
ス 処理 骨
採取 した 骨片を 1 時間ほ ど室温乾燥 させ た後 に 滅菌用袋に 包
み , エ チ レ ン オ キ サ イ ドガス 滅菌器 (自動式エ チ レ ン オ キ サ イ
ド滅菌器 エ ル パ ッ ク オ ー ト , K S 16) (株式会社イ キ , 滋賀) で滅
菌処理 を行 っ た . 滅菌 に 使用 した エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス (エ
ボ ン ー 12) (液化炭酸株式会社, 東京) の 成分ほ , 酸化 エ チ レ ン
が12.0% , フ ロ ン1 2 が8.0% , 内容量が 70g で ある . 滅菌した
処理 骨は 最低2週間以上室温保存を行い , そ の 間 に 残留ガ ス の
自然脱気を行 っ た .
2) 化学的操作を加 えた 脱灰 凍結乾煉同種骨の 作製
W istar系 ラ ッ トの 四 肢骨を 採取 して , そ の 皮質骨に 付着 して
い た 軟部阻織 を除去 し , さら に 皮質骨を骨細片に 砕い て 骨髄阻
織を生食水で 十分 に 洗浄 して 除去 し , そ の 後 以下 の よ う な手順
で処理 した . 室温 で1 : 1 ク ロ ロ ホ ル ム メ タ ノ ー ル に 6時間浸
して 脱脂を行な い , 次に 4 ℃に て 0.6N 塩酸 で24時間か け て表
面脱灰を行 っ た . さ らに , 8 M塩化 リ チ ウ ム (和光純英株式会
社 t 大阪) で 2 ℃に て24時間 仁 蒸領 水 で 55 ℃に て24時間 , PH
7. 4に 調節 した0.1% 燐酸緩衝液(株式会社 ヤ ト ロ ン , 東 京)
(10m M/1 ヨ ー ド酢酸 , 10m M/l ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を含む) で37
℃ に て 72時間 の 連続 処 理 を 行 っ た . 最 後 に 凍 結 乾燥 器
(N E O C O O L, D C 55 A型) (ヤ マ ト科学株式会社, 東京) を 用 い
て , - 90 ℃ で 2 日間に わ た っ て 凍結乾燥 し , エ チ レ ン オ キ サ イ
ドガ ス で滅 菌した18)
､ 22)
2 . 移植免疫性に つ い て の 実験
移植免疫 に つ い て ほ 皮膚脱落試験 (skin gr aft a s say)23)で検索
した ( 図 1 ). ベ ン トパ ル ビタ ー ル を S D糸 ラ ッ ト の 腹腔内に
0.7ml/100g の 割で 注射 して 麻酔をか け た後 , 背筋 内 へ 各処 埋
骨お よ び骨髄を除去 し洗浄 し た新鮮 同種骨 を そ れ ぞれ 移植 し
た . 移植後3週 目 に , W istar系 ラ ッ トの 背部か ら採取 した 1.5
×1.5c m の 全層皮片を , S D系 ラ ッ ト の 背部に 作成 した皮膚欠
損部 に 移植 した . 移植 皮片の 色調は毎 日朝夕 2回 観察 し , 皮片
が完全 に 黒変 した 日数 を脱落日数 と し て 各移植群に おけ るそ の
平均値(m e a n s ur viv al days of se c o nd s et skin gr aft, M S D)
お よ び 標準偏差 を求 め た . さ ら に , 移 植 骨 で 感作 せ ず に
W ist ar系 ラ ッ トか ら S D系 ラ ッ ト へ 新鮮同種皮片移植を行 っ た
1次皮膚移植群と , 1次移植皮片 の 脱落後 に 再 び 皮片移植 を
行 っ た 2次皮膚移植群 の 脱落日数を計測 し, これ ら の M SD や
標準偏差も求め た . 尚 , 本実験 の 例数は各実験群 で各 々 6匹と
した .
3 . 処理骨移植実験
S D系 ラ ッ トに ベ ン トパ ル ビタ ー ル 麻酔を行 い , 大腿 外側侵
入 に よ っ て 大腿骨を展開 した後 一 骨瞑を含 め て大腿骨骨幹部 を
8n4
約1 0m m 切除 した . 切除後 の 骨欠損部 に 各処 埋 骨を 移植 し , ¢
1.5m 皿 の ス タ イ マ ン ピ ン (三 金工業株式会社, 大阪) で 固定 し
た (図2). 麻酔覚醒後 ほ そ の ま ま体重を負荷 さ せ た ･ 本移植実
験に は , 凍結処 理 骨移植猟 オ
ー ト ク レ ー ブ処理 骨移植猟 エ
チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 骨移植群 , さ らに 後 二 者 の 各処埋 骨
周 閉 に 化学的操作 を加え た脱灰凍結乾燥同種骨 を移植 した群 の
計 5群 に 対 して 各 々 36 匹, 合計1 80匹 の S D系 ラ ッ ト を 用 い た ･
Ⅲ . 観察方法
処 理骨 を移植 し て 2封凱 4週 , 8週 , 12週 , 16胤 24週経過
毎に , 各移植群に お い て 以下 の 観察を行 っ た ･
1 . X 線写真撮影
各移植群に対 して , 各観察週毎 に 6 匹ず つ 移植側の 大腿骨を
Ⅹ線写真撮影 した . X線写真撮影装置 に は , X-R A Y-AP P A R-
A T U S(T Y P E-C M B4) (S O F T E X C O･ L T D･ , T O KY O)を , Ⅹ
線 写真 に は F UJI M E DIC A L X
-R A Y FI L M(AIFR X)(12×
16.5c mJX ･ カ ビネ)(富士写真 フ イ ル ム株式会社 , 神奈川) を
使用 した . 撮影条件は , 35k Vp, 5 m A, 60 V, 0･1秒 と した ･
大腿骨 の Ⅹ線像 で , 母 床 と移植骨の 接合部 に おけ る間隙が新
生骨に よ っ て 埋 め られ , 骨 染の 連続性が得 られ た場合 を骨癒合
した と判断 した . また , 各 処 埋 骨移植群 に お い て 6匹中4匹
(67%) 以上 に 骨癒合が み られ た 時期を , 骨癒合が 得 られた 時期
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Fig.2･ Sche m a of the tra n spla ntatio n of
the steriliz ed
allogr afts･ Auto cla v ed(135℃, 10min)･ ethyle n e o xide ga s
ste riliz ed, a nd fr o z e n(- 80℃) allografts ar e obtain ed fr o m
the re s e cted fe m u r sof W istar r ats･ A lOm m segm e nt
al
defectin the fe m or al diaphysis of S Dr atsis r ec o n stru ct
ed
u sing the thre e ty pe s of allog
raft, Sup ple m e nted a nd
no n s up ple m e nted with A A Abo ne･; A A A bo n e･ a
utOlyz ed
a ntigen- eXtr a Cted alloge n eic bo n e･
と した . 尚, 技術 的な 失敗 に よ っ て ス タ イ マ ン ピ ン が抜け て い
た もの は 除外 した .
2 . He mato xylin-e O Sin 染色法
移植後 4週以降 の 各処埋骨移植群 6 匹中 4 匹に 対 して , 屠殺
後に 摘出 した 移植側 の 大腿骨を10% ホ ル マ リ ン 液 で 固定後, 脱
灰液A (Pla nk Rycholo m ethod)(和光純薬工業株式会社)(内容
は , 塩化 ア ル ミ ニ ウ ム 7. OW/V %, 塩化 水素 3･6 W/V %, ぎ酸
4.6 W/V %で ある . ) で 脱 灰 した . 脱灰 した標本 を ア ル コ ー ル
系列に て 脱水後パ ラ フ ィ ン 包唾 し, ミ ク ロ ト ー ム で 大腿骨軸方
向に 厚さ 4 か ら 6〝m の 切 片を作成 して 染色 した ･
3 . R alis tetr a chr o m e染色法
摘出した 移植側の 大腿骨を 2 と 同様 な 手順 に よ っ て パ ラフ ィ
ン 包哩 後 , 約 15〃m の 厚 さ で大腿骨軸方向 の 切片 を作成し ,
R alistetr a chr o m e染色2
4) を 行 っ た . こ の 染色法 に よ っ て 頬骨ほ
濃青色に , 石 灰化骨 は レ ン ガ色 に , 骨芽細胞ほ淡い オ レ ン ジ色
か ら赤色に 染色 され る .
4 . 徴小血 管造影法
1) 墨汁注入法
微小血管造影 ほ , 移植 8週以降 の 各移植群の 6匹 中2匹に 対
して , ベ ン ト バ ル ビ タ ー ル 麻酔後 に ラ ッ ト を背臥位で 固定して
開腹 し , 約40 ℃に 加温 した 生食水に 50単位/ml の 割合で ヘ パ リ
ン (ノ ボ ･ ヘ パ リ ン 注1000)(ノ ボ ･ ノ ル デ ィ ス ク A/S 社, コ ペ
ン ハ ー ゲ ン , デ ン マ
ー ク) を加 えた ヘ パ リ ン 加生食水 を , 腹部
大動脈よ り 注入 し溶 血操作 を行 っ た . 流出液が 透明に なる こと
を確認 した 後 , 約40 ℃に 加 温 した 5%ゼ ラ チ ン
･ 10%ホ ル マ リ
ン ･ 20% 墨汁加生理食塩水を注入 した . 墨汁 の 注 入 は爪床が異
変 した時点 で中止 した . 注入 後た だ ちに 庫内温度を約 4 ℃に調
節 した 冷蔵庫で 全身を冷却 し , 約半 日後 に 移植側の 大腿骨を摘
出 し脱灰 した .












Fig. 3･ Re sults ofthe skin gr a
ft a ss ay･ Valu e s ar ee XP
reSS-
ed a sthe me a n s a nd sta ndard de viatio n of th
e r ejection
tim es. T her e w a s a signific a nt differe n c ebe
tw e en the
fir st a nd s e c o nd set skin r eje ctio n of the tr e ated
bone
(fr oz e n allograft a nd steriliz ed a1lograft), a nd
betw eenthe
s e c o nd s et skin reje ctio n ofthefre sh allogr a虹 a nd一建鱒
t Of
the treated allogr aft･ No signific ant differ e n
c e W aSfou nd
betw e e n e a ch tr e ated allogr aft･ A,fir sts et
skin reje ction;
B, SeCO nd s et skin r eje ctio n; C, fr esh allogr aft;
D･ frozen
a1logr aft; E, a utOCla v ed allogr aft; F, e
tyle n eo xide g
aS
steriliz ed auograft ･
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i . 標本の 中央部 で 大腿骨軸方向に 約 50恥 m の 厚 さ の 切片
を作製 した . ア ル コ
ー ル 系列で 脱 水の 後 , ツ ェ ー デ ル 油に 浸 し
透徹標本と して 顕微鏡下 に 写真撮影 した .
主i . i で 作成 した標本の 移植骨 と母 床 の 接合部を境に して ,
10倍の 倍率で 観察 され る母 床側と移植骨側 の 各部分を , 顕 微
鏡下に 画像解析装置(ColorIm age Pr o c e ss or , S PIC C A-Ⅲ)( 日
本ア ビオ ニ ク ス 株式会社 , 東京) に 取 り込み , そ の 取 り込 ま れ
た部分の 母床 と移植骨 の 各面標, お よ びそ の 母 床内や移植骨内
の 墨汁に 染色され た 血 管の 各面標 を求め た . こ の 倍率下 で は ,
どの 標本に お い ても母 床側 , 移植骨側共に 画像解析装置 に 取 り
込まれ る部分の 面積は
一 定に な るた め , 以下の 式に よ っ て 求め
られた移植骨 へ の 血 管侵入 率(母床の 血 管密度に 対す る移植骨
の 血管密度の 比)ほ , 客観的な 数値 と して 各標本毎 の 比較が 可
能 で あ る .




皮膚脱落試験の 結果や移植骨内 へ の 血 管進入 率か らそれ ぞれ
の 平均値お よ び標準偏差を求め , Scheffe の 多変比較法 を 用 い
て 各群間の 有意差検定を行 っ た .
成 績
Ⅰ . 移植免疫に つ い て
Tablel･ T he a chie v e m e nt of bo n e u nion atho st-gr aftju n ctio nin r adiogr aph
No s up ple m ent with A A A bo n e 2w s 4w s 8w s 12w s 1 6w s 24w s
Fr o z e n alIogr aft(n = 6)
Auto cla v ed allograft(n = 6)























































Sup ple m e nt with A A A bo n e
Autocla v ed a1lograft(n = 6) 0/6 0/6 5/5 4/4 6/6 5/5
E O Gsteriliz ed allograft(n = 6) 0/6 0/6 5/6 4/5 6/6 6/6
A A A bo n el a utOlyz ed antige n- e Xtr a Cted allogen eic bo n e; E O G. ethyle n e o xide
gas; W S, W e eks aftertr a n splantatio n .
8 Ws 24 Ws
i慧Ws 錮 Ws
'
8 Ws ほ Ws 24Ws
Fig ･4･ RadiologlC al cha nge s after tr an spla nt atio n of the
allografts;fro z e n a1logr aft(A), a utO Cla v ed allograft(B), a nd
E O Gsteriliz ed alograft(C). Bo ny u nio n ar e re c ogniz ed at
8 w e eks afterfr oz e nalogr aft tr a n spla ntatio n(A), at 12
W e eks after a uto cla v ed allogr aft tr ansplantatio n(B) a nd at
12 w e eks after E O Gsteriliz ed a1lograft tran spla ntatio n
re spe ctiv ely (C).; E O G, ethyle n e o xide ga s; W S, W eeks
after tr a nspla ntatio n.
806
皮膚脱落試験匿 よ る 1次移植皮片の 脱落日数は14･4 日 ±1･14
日 で , 2次移植皮片の 脱落 日数ほ7･6 ±0 溺 4 日, 新鮮 同種骨 で
は8.6 士1.14 日で あ っ た . 各処埋 骨移植群 の 脱落 日数 に つ い て
ほ , 凍結処理骨で は1 2.2 ±0■837 日, オ
ー ト ク レ ー ブ処 理 骨 で
は11.8 士0.837 軋エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 骨 で は11･2 ±
1.13 日であ っ た ( 図3). 各 々 の 脱落 日数を統計学的 に 検討す る
と , 各処埋骨 の 皮膚脱落 日数 と 1 次移植皮片 の 脱落 日数 と の
臥 各処埋骨の 皮膚脱落 日数 と 2次皮膚脱落日数と の 間に 統 計
学的に 有意差を認め た (p<0.05). また , 新鮮同種骨 と各処 理
骨の 間に も統計学的に 有意差を認め た (p<0･05)･ し か し , 各
処埋骨の 間に は統計学的な有意差は認め られ なか っ た ･
Ⅱ . ×線像 に つ いて
凍結処理骨 で は移植後 8週目 の 5匹中4 匹に 骨癒合が認め ら
れ た . こ れ に 対 して , オ ー ト ク レ
ー ブ処理 骨や エ チ レ ン オ キ サ
イ ドガ ス 処 理 骨は 移植後12週 目 に そ れ ぞれ 6匹中 4 匹, 5匹中
4匹に 骨癒合が認め られ ∴凍結処理骨に 比べ 骨癒合の 時期が遅
延 して い た (衷1) (図4).
化学的操作 を加 え た脱灰凍結乾燥同種骨移植群 で は l オ
ー ト
珊 s 邑Ws 凱 Ws
ヰW 義 §W$ 盈4 Ws
Fig.5. Radiologic al cha nge s after auog
en eic bo n e gr aft
s up ple m e nted with A A A bo n e･ Bony u nio n a re obser
v ed
at 8 w e eks a壬ter a uto cIa v ed allograft s up ple m e nted with
A A Abo n e(A)a nd E O Gsteriliz ed allogr aft sup ple m e nted
with AA A bo n e(B)tran spla ntatio n. A A A bo ne ,a utOlyz ed
antige n
- e Xtr a Cted alloge neic bo n e; E O G･ ethyle n e o xide
gas; W S, W e eks afte rtra n spla ntatio n･
ク レ ー プ処理骨や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処 理 骨共に 移植後8
週目 に それぞれ 5匹 中 5 軋 6匹中 5匹に 骨癒合 が認め られ ,
化学的操作 を加え た脱灰 凍結乾燥同種骨非移植群 よ りも骨癒合
が早期に 起 こ っ て お り凍結処理骨 の 骨癒合の 時期に 一 致 して い
た (蓑 1) (図5 ).
Ⅲ . Hem ato xylin - e O Sin 染色 ･ Ralistetra chr o m e染色所見
に つ いて
凍結処理骨 で は , 移植後 4週 目の 接合部に は線維性結合織が
み られ , 母 床側 と移植骨側 に は 一 部軟骨化や骨化を起 こ して い
る と こ ろが 認め られ た ( 図6 A). 移植後 8週 目 で は , 接合部の
間隙は軟骨 で み た され , 母床側 , 移植骨側 に は 軟骨性骨化がみ
られ た(図6B). ま た , 移植骨内の ハ
ー バ ー ス 管 に は 拡大がみら
れ , 管腔 に は 一 部線維性結合織の 侵入 を 認め た ･ 移植後12週で
は , 接合部は新生骨組織 に よ っ て み た され て お り ,
ハ ー バ ー ス
管は 8週目と同様 に 拡大 し, 管腔 に は
一 部線維性結合織の 侵入
を認め た (図 6C). 移植後16ヨ凱 24週 の 接合部 に 近い 移植骨内で
は新生骨 と壊死骨が 混 在 し (図6D), ま た 移植骨内の 骨髄に ほ
tetra chr om e 染色 に よ っ て 濃青色に 染ま る頬骨が認め られた ･
オ ー ト ク レ ー ブ処理 骨 の 移植後 4週目 で は , 接合部に 線維性
の 結合織が み られ た . 移植後 8週 目 で は , 接合部に 線維性結合
織 と軟骨が み られ , そ の 軟骨 の 形成 は主 に 母 床側に 認め られ た
(図7 A). 移植後12週 目 で は , 接合部の
一 部は軟骨 で結合 して
お り, 母 床 に 近 い 軟骨内 に は 骨化が み られ た ( 図7 B)･ しか し,
移植骨側 に み られ た軟骨 に は ほ と ん ど骨化 が認 め られ なか っ
た . ま た , 移植骨内の ハ ー バ ー ス 管 に は 拡大が み られ , 管睦に
は結合織の 侵入 を 認め る もの もあ っ た ･ 移植後16週, 24週目で
は , 接合部は 軟骨性骨化に よ る新生骨組織で み た され , 移植骨
内に は 新生骨 の 侵入 が み ら れ た (図7 C)･ 移 植 後2 4週 目 の
tetra chr o me 染色 で ほ , 濃青色に 染ま る頬骨 が認め ら れ た (図
7D).
エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 骨の 着床過程 は , オ ー トク レ ~
ブ処理 骨と ほ ぼ同様で あ っ た . 移植後 4週目に み られた 線維性
結合織内 に , 8週 目 に は 母 床側に 軟骨の 形成 を認 めた (図8 A)･
移植後12週 目で は , 母床側 に ほ 軟骨性骨化が み られ た(図8B)･
移植骨 に ほ 極く 一 部で 新生骨の 添加が み られ , 移植骨内の
ハ ~
バ ー ス 管ほ 一 部 で 拡大 し て い た . 移植後16ヨ凱 24週 目で はl 接
合部ほ 新生骨組織 で み た され , 移植骨内 へ 新生骨 が侵入 して い
た (圃 8 C). また , 移植後24週目の tetr a chr o m e染色で は , 波
音色 に 染 ま る頬骨が認め られ た (図 8D)･
滅菌処 理 骨 に 化学的操作を加え た 脱灰 凍結乾燥同種骨を移植
した 群で ほ l 移植後 4週 目 に は 接合部や移植骨 の 周 囲に 線維性
結合織の 増生が み られ , そ の 中に
一 部軟骨形成 を認めた ･ 軟骨
の 形成ほ 母 床側と移植骨 の 周囲 に 認め られ , 移植後8週目に
は , 移植骨に 新生骨の 添加や移植骨内 へ の 結合織の 侵入を認め
た ( 図9 A)( 図1 0 A). 移植後24週目に は 】 移植骨周囲に 骨髄が
形成さ れ , そ の 管壁 に は 頬骨 , 新生骨 が認 め られ (図 9B) (図
1 0B).
Ⅳ . 微′ト血管造影所見および血管密度比
移植後 8週目の 凍結処 理骨 で は j 移植骨内 へ の 血管進入率ほ
0.236 土0. 53で , 造影所見と して ほ母 床 と移植骨の 接合部周囲
に 血 管増殖が認め られ , 一 部母床 か ら移植骨内 へ 毛細血管
の侵
入 が 認め られた . 同時期の オ ー ト ク レ
ー ブ処理骨 で は 移植骨内
へ の 血 管進入率 は0.133 土0. 09, エ チ レ ン オ キ サ イ ドガス処理































































































る血管が認め られ た (図12)･ 移植骨内 へ 進入 した 毛細 血管ほ ,
どの 処理 骨に おい て も週数が進む に した が っ て網 目状を 呈 し,
接合部か らや や 離れ た 部分に も紬小血管が
一 部認め られ た ･ 移
植後24週目 の 凍結処 理 骨で ほ移植骨内 へ の 血 管進 入 率 は0･7 02
±0.015 で, 接合部か ら移植骨 の 中央部に 向か っ て 網 目 状 の 血
管か ら多数分岐 した 管径の 細 い 血 管が み ら れ 移植骨 の 中央部
では毛細血管 を所 々iこ 認め た . 同時期の オ
ー ト ク レ ー ブ処 理 骨
では移植骨内 へ の 血 管進入 率は0.508 ±0. 23, エ チ レ ン オ キ サ
イ ドガス 処理骨 で は0.51 3 ±0. 14 で (図11), 移植骨内の 血 管径
は母床の そ れ よ りも細い もの が多か っ た ( 図1 3).
移植後8週 目の 化学的操作を加 えた 脱灰 凍結乾燥 同種骨を移
植したオ ー トク レ ー ブ処 理 骨で は移植骨内 へ の 血 管 進入 率 は
0.142 ±0. 1 8, エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理骨で は0.1 57 土
0.005 で (図11), 造影所見では 化学的操作 を加 え た 脱灰凍結乾
燥同種骨非移植群 に 比 べ て 移植骨 周囲 の 血 管増殖 が多く み ら
れ, 一 部移植骨内 へ の 血 管侵入 を認め た (図1 4). 以後 , 接合部
付近の 血管ほ 網目構造 を呈 して 増加 し , 移植後24週目 の 化学的
操作を加えた 脱灰凍結乾燥同種骨 を移植 した オ ー ト ク レ ー ブ処
理骨群や エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガス 処理 骨群の 移植骨内 へ の 血 管
進入率ほ t そ れ ぞれ0.634 ±0.02, 0.666 土0. 24 で(図11), 造影
所見 で は 移植骨 周 囲か ら移植骨内 へ 毛細血 管の 侵入 も認め た
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( 囲1 5). 移植骨中央部で は接合部よ り も血 管密度が低か っ た .
統計学的に は , 移植後8週目 と12週 日 の 凍結処理骨に お け る
移植骨 へ の 血 管進入 率は , オ ー ト ク レ ー ブ処理 骨, エ チ レ ン オ
キ サ イ ドガ ス 処理 骨や 化学的操作 を加 えた 脱灰 凍結乾燥同種骨
移植群の そ れ に 比 べ 有意iこ高か っ た (p<0.05). 移植後1 6週 で
は , 凍結処 理 骨の 血 管侵入率は滅菌処 理 骨よ りも有意に 高か っ
た が , 化学的操作 を加え た脱灰凍結乾燥同種骨移植群と は 有意
な差を認め な か っ た . ま た , オ ー ト ク レ ー ブ 処理 骨の 化学的操
作を 加 え た睨灰 凍結乾燥同種骨移植群の 血 管進入率の 方が , 化
学的操作 を加 え た 脱灰 凍結乾燥同種骨非移植群の 血 管進入率よ
りも有意 に 高か っ た (p<0.05). 移植後24週 目 で は , 依 然と し
て 凍結処理骨の 血管侵入率は滅菌処 理 骨よ りも有意に 高く , ま
た 化学的操作 を加え た脱灰凍結乾燥 同種骨移植群 の 血 管進入率
の 方が , 化学的操作を加 え た睨灰 凍結乾燥同種骨非移植群の 血
管進入率 よ りも有意に 高か っ た (p<0.05) (表2).
考 察
Ⅰ . 移植抗原性に つ い て
同種組織移植に お い て , まず解決 しな けれ ば な らな い 点 に 移
植抗原性の 問題がある . 同 種骨移植で ほ骨 の 細胞密度は低く ,
ま た 細胞 の 代謝活性が低い た め , 他臓器移植ほ どに は 抗原性の
tissu eis se e n at the ho st-gr aftju n ctio n･ Cartilage n o u s change(Ca) is form ed atthe border ofthe ho st bo ne a nd gr aft bo n e
(hem ato xylin-e OSin stain, ×25). B, 8 w e eks after tr a n spla ntatio n. Cartilage (C)is s e e n at the ho stLgr aftju n ctio n. Ne w
ap positio n al bon e(N B)isfor m ed at the border of the ho st bo n e a nd gr aft bo n e(hern ato xylin -e OSin stain, × 32). C, 1 2w e eks
aftertra n spla ntatio n. Ne wlyfor m ed bo n e(N B)is s ee n at the ho st-gr aftju n ctio n(he m ato xylin -e OSin stain, ×40). D, 24w e eks
aftertra n spla ntation . Ne wlyfor m ed bo n e(N B)a ndthe n e cr otized bo n eis se e n at the gr aft bo n e n e arthe host-gr aftju n ctio n
(hem ato xylinq eo sin stain, × 40).
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発現は強く な いI1251. しか し, い か に 抗原性が弱い と い っ て も ,
骨誘導能や骨伝導能 を阻害 し う る程度の 免疫反応は惹起 され る
た め に , 新鮮 同種骨移植 で は移植骨の 生者が遅延 した り , 最悪
の 場合ほ 生体か ら拒絶 され た りす る
261'27l
. した が っ て , い か に し
て 同種骨の 免疫反応を抑さ え , 骨形成を 速や か に 進行 させ るか
が 課題 とな っ て きた
23)2チト
3J)
現在 , 臨床面 で 広く利用 され て い る - 8 0 ℃凍 結処理 同種骨
は , 凍結操作 に よ っ て 骨組織に 存在す る細胞成分の 死滅 や 破壊
を招く ため 新鮮同種骨 に 比べ て 抗原性 が低下 し1)
23 ト 28〉
, 骨 形成
の 点で ほ と ん ど免疫反応 は支障 と な ら な い と い わ れ て い
る 仰 28). 一 方 , オ ー ト ク レ ー ブ処 理 同種骨の 抗原性 に 関 し て ほ 上
市 ノ 川に よ る実験2
g) が あり , 高圧環境下に お け る熱 に よ っ て 同
種骨の 細胞内の 蛋白が変性す るた め に 抗原性 が低下す る と考 え
られ てい る . ま た , エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 同種骨 に 関 し
て は ▲ エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス が抗原性の 原因 に な る骨髄細胞
や骨細胞な どの 細胞中の 特に ス ル フ ヒ ドリル 基(-S H) に 対 して
ア ル キル 化を 起 こ し , こ れ ら細 胞の 代謝や増殖を抑制 し不活化
す る こ と に よ っ て 細胞 が破壊 され , 抗原性が 低下 する もの と考
え られ て い る .
こ の よ う に 各 々 の 処理 同種骨の 抗原性 の 低下に つ い て は ▲ 実
験や 臨床経験か ら報告 され て い る が , 本移植実験 で処理 同 種骨
の 骨形成能 を比較す る うえ で , 各移植骨の 抗原性 に どの 程度の
差が ある の か を 検討す る 必 要 が あ り , 著 者ほ 皮膚脱落試験を
行 っ た . そ の 結果 , 各処 理 同種骨の 皮膚脱落日数は 1 次皮膚脱
落日数 よ り短縮 し て お り , 各処理 同種骨の 抗原性が完全に 除去
され た わミナで な い こ と を示 し て い た . また , 凍結処理 同種骨と
滅菌処 理 同種骨 の 皮膚脱落 日数 の 間 に は 統計学的に 有意差が認
め られ な か っ た こ と か ら, 移植抗原性 の 点で 滅菌処 理 同種骨は
凍結処 理 同種骨 と ほ ぼ 同程度の 移植骨材 である と考え られ た
.
つ ま り , 滅菌処 理 同 種骨 の 骨形成能 を凍結処理同種骨の 骨形成
能 と比較す ると きiこ, 抗原性の 関与は考慮 しなく てもよ い こと
が 示 され た .
Ⅱ . 凍結処理同種骨の骨形成能に つ い て
塊状骨移植を行 っ た 場合 ∴接合部か ら壊死 骨の 吸収と新生骨
の 添加 が起 こ る こ と で移植骨の 再構築が起 こ る . 同種骨移植で
は , こ の 過程 は移植母床由来の 骨形成細胞に 依存 して い る . そ
の た め に , 移植骨 に 含 まれ る骨形成蛋白が移植母床の 間菓系細
胞を刺激 して骨形成能力 を有す る細胞 に 分化誘導 させ る骨誘導
や , 移植骨内に 母 床由来 の 毛細血管 , 血 管周 囲結合織, 骨形成
細胞が侵入 し, 移植骨内ま で 骨形成 が及 んで い く骨伝導が いか
に 効率よく起 こ るか が , 移植骨 の 骨形成能 を決定す る要因と な
る .
Fig. 7. P hoto micr ogr aph of the host
-gr aftju n ctio n of an a uto cla v ed allogr aft･ A･ 8 w e eks after transpla ntatio n･ Fib
r ous
c o n nectiv etiss u eis s e en at the ho st-gr aftju n ctio n. Cartilage(C)is for m ed at the borde r of the ho st bo n e(he m ato xylin
-e OSin
staih, ×32). B, 1 2w e eks aftertr a n spla ntatio n･ Cartilage (C)is s e e n at the ho sトgr aftju nction ･ ､Calcified c artilage (
C C)is
for m ed at the border of the host bo ne. No n e w appo sitio n al bo n eis for m ed at the border of the r e s orpt10 n C
avity at gr aft
bo n e(he m ato xylin- e OSin stain, ×40)･ C, 24w e eks aftertr a nspla ntatio n･ Ne wly for m ed bo n e(N B) a nd the ne cr otized
bo ne is
s e e n at the graft bo n e n ear the host
-
gr aftju n ctio n(he m ato xylin- eO Sin stain･
･
× 32)･ D, 24 w eeks after tr a n spla ntatio n･ A
de ep-blu e o ste oid(arr o w s)is s e e n at the rirn of Ha v ersia n c a n al in the aIlogr aft(R alis tetr a chr o m e stain･ × 200)･
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凍結処理 同種骨が骨誘導能や骨伝導能を有する こ と は実験的 結合織 は ▲ 母床 側と移植骨側 で 一 部軟骨化や骨化が起 こ っ て い
に確かめ られ て お り , 骨形成能 を有す る移植骨材と し て 広く臨 た . 移植後 8週 目 の 接合部 は軟骨で み た され , 母床側の み な ら
床的に 用 い られ て い る
1〉25)
･ 本実験に お け る凍結処理 同種骨の 着 ず移植骨側に も軟骨性骨化 がみ ら れ 移植骨 へ の 新生骨の 添加
床過程を み る と , 移植後 4週目 にほ 接合部に み られ た線維性の が 認め られ た . 接合部中央 で は ま だ 軟骨観織 であ る の に 対 し
Fig･8･ P hot omicr ogr aph of the hos t-gr aftju n ctio n of a n E O Gst eriliz ed allograft･ A, 8 w e eks aftertr a n spla ntatio n. Fibr o u s
C On n eCtive tiss u e a nd c a rtilage (C)is se e n at the ho sトgr aftju n ctio n. T he c artilage (C)is for m ed at the border of the h｡ St
bo n ebut n ot at the border of the gr aft bo n e(he m ato xylin-e OSin stain. ×40)･ B, 12w e eks aftertra nspla nt atio n, Cartilage(C)
is se e n at the hosトgr aftju n ctio n･ Calcified c artilage (C C)is for m ed at the bo rder ofthe hostbo n e･ No n e wap positio n al bo n e
is for m ed at the border of the re s orptio n c avity at gr aft bo n e(he m ato xyIin-e O Sin st ain. ×40). C, 24 w e eks after
tran splantatio n･ Newly for m ed bo n e(N B) a nd the n e cr otiz ed bo n eis s e e natthe gr aft bo n e n e ar the host-gr aft jun ction
(hem ato xylin-e OSin stain, ×32)･ D, 24 w e eks aftertr a n spla ntatio n. A de ep-blu e oste oid(arr o w s)i s ee n at the rirn of Ha v eTSia n
Ca n alin the allogr aft(R alis tetr a chro m e stain, × 200).; E O G, ethyle n e o xide gas.
Fig･9･ Photomicr ograph of the host-gr aftju n ctio n of a nautocla ved allogr aft s up ple m ented with A A A bon e. A . 8 w eeks after
tran spla ntatio n. Fibr o u s c o n n e ctiv etis s u e a nd c artilage (C)is s e e n at the host-gr aftju n ctio n. T he c artilage (C)is for m ed at
the bo rder of the ho st bo n e a nd the graft bo n e(he m ato xylin- e OSin stain, ×40). B, 24 w e eks after tr a n spla ntation. Ne w
aP pOSitio n al bo n e(N B) is depo sited alo ng the graft bo n e (he m ato xylin- e OSin stain, ×40). ; A A A bone, a utOlyz ed
antigen- e Xtr aCted alloge n eic bo n e.
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Fig. 10. P hoto micr ogr aph ofthe ho st
-graftju n ctio n of an E OG st erilized alogr aft s up ple m e nted with A A A bo n e. A, 8 w eeks
aftertr a nspla ntatio n. Cartilage (C)is s e e n at the ho sトgraftju n ctio n. Calcified c artilage (C C)is for m ed at the border of the
host bo n e a nd the graft bo n e(arr o w)(he m ato xylin-e OSin st ain , ×40). B, 24w e eks aftertr an spla ntatio n. Ne w ap po sition al bone
(N B)is deposited alo ng the gr aft bo n e(he m ato xylin-e O Sin st ain ･ × 40)･; E O G･ e thyle n e
,
O Xide gas; A A A bo n e, a utOlyz ed
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Fig.11. C ha nge s of r elativ eblo od v es sel de n sity e v alu ated
by mic r o angiogr aphy. Valu e s ar e e xpr e ss ed asthe m e a n s
a nd sta ndard deviatio n of the v es sel de n sity. T he
allogr afts s up ple m e nted with A A A bo n e sho w higherblo od
Ve Sel de n sity tha n the auogr afts n o n s up ple m e nted with
A A A bo n e. 0 , fr oz en alogr aft; ◎, autO Cla ved allogr aft ;
△ , E O Gsteriliz ed allogr aft; ▲ , a utO C alv ed allograft+ A A A
bo n e; □一 E O Gsteriliz ed auogr aft+ A A A bo n e: A A A
bo n e, a utOlyzed a ntige n- eXtr a Cted a1loge n eic bo n e; E O G,
ethyle n e o xide ga s.
て , 移植骨側で軟骨性骨化や新生骨の 添加 がみ られた の は , 凍
結処理同種骨が有す る骨誘導能 に よ っ て , 母 床倒か ら増生 して
きた未分化間葉系細胞を軟骨 や新生骨 へ 分化誘導 した1) た め と
考え られた . また , 血 管造影で 移植骨に 血管 の 侵入 が 確認 され
た時期に , 阻織学的に は 移植骨 へ の 新 生骨 の 添加や新生骨の移
植骨内 へ の 侵入 が 認め られ て い た . こ の 所見か ら , 凍結処 理同
種骨 は骨伝導能を有する こ と が示 され た .
移植骨が 骨誘導能を有する場合, 移植骨 の 着床iこ際 して 骨誘
導は骨伝導を促進する とい わ れて い る
3 5)
. 凍結処理 同種骨内 へ
の 血管侵入 が , 特に 移植後 8 , 12週目 で す で に 他 の 処理骨より
多く認め られ た の ほ , 凍結処理同種骨 の 有す る骨誘導能が骨伝
導作用を促進 した た め と考え られた .
以上 か ら , 凍結処理 同種骨の 移植に お い て , まず骨誘導が作
用 し, 骨伝導が 骨誘導 に 促進 されて 作用す る こ と で , 移植骨の
着床や再構築が効率よ くな され て い る もの と考 え られ た .
Ⅲ . オ ー トク レ ー ブ処理同種骨の骨形成能 に つ いて
滅菌を 目的 と した オ ー ト ク レ ー ブ処理の 条件 は , 日本発局方
(第12改正)36)に よ り1 21 ℃20分と 定め られ て お り , ハ イ ス ピ ー ド
滅菌で は132 ℃10分でも 同等の 滅菌効果が得 られ る 一 こ の 条件
下で は , Bacillu s st e ar other m ophilu s の よ うに 芽胞を 形成する
こ と で 温度耐熱株 に な る細菌 に 対 して も滅菌は有効で , さらに
ウ ィ ル ス を も死 滅させ る . 著者の 実験 で は , 日 本案局方の条件
を踏ま え て , Johns to nら13や HarTingron ら
‖ ■
が 骨腫瘍切除後の
再建時に 切除 し た 自家骨 に 施 し て い る1 35 ℃1 0分 の オ ー ト ク
レ ー ブ処理 の 条 件に した が っ て , 同種骨を 処理 した .
オ ー ト ク レ ー ブ 処理 同種骨移植 の 着床に お い て , 移植骨側の
線椎性結合織に は 軟骨や 新生骨が ほ とん ど分化誘導されず, 母
床側よ り移植骨 に 向か っ て 接 合部 の 線稚性結合線に 増殖した軟
骨や軟骨性骨化に よ っ て 接合部が 埋 め られ , そ の 結果母床と移
植骨が骨癒合を起 こ して い た . こ の 所見か ら , オ ー ト ク レ ー ブ
処理 同種骨は骨誘導能を有 しな い こ とが 示 され た . 骨誘導能を
担 う骨形成蛋白は , 免疫反応に よ っ て箕活す るほ か に , 軌 キ
レ ー ト剤＼百計 ア ル カ リ , 蛋 白変性軋 超音乱 馳錯乱 感染
な ど に よ り破壊 され て しま う
26)
. オ ー ト ク レ ー ブ処理 骨で は,
同種骨を 高圧環境下で高温蒸気滅菌する ため に 骨形成蛋白は失
活 して し ま い , 骨誘導を 示 さな か っ た もの と考 え られた ･
オ ー ト ク レ ー ブ処 理 同種骨 へ の 血 管侵入 に 関 しては , 移植後
8週 目 の 血 管造影像で移植骨内に わ ずか な 血 管 を 認め , 以後
徐々 に 移植骨内 へ の 血 管侵入 ほ増加 して い た . 組織学的にはl
移植骨 へ の 血 管侵入 と共に 新生骨の 移植骨 へ の 侵入 が 認められ
た . こ の 所見か ら , オ ー ト ク レ ー ブ処理 同種骨 は骨伝導能を有
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するもの と 考え られ た ･
つ ま り , オ
ー ト ク レ ー ブ処理 同種骨 に お い て ほ ∴凍結処 理 同
種骨の 着床と異な り , 主 に 骨伝導に よ っ て 移植骨の 着床が なさ
れるもの と 考え られ た ･ オ ー ト ク レ ー ブ処 理 同 種骨 の 骨伝導能
に 関して ほ 1 移植骨 へ の 血 管侵入 率の 結果か ら, 凍結処理 同種
r ∵一
: ∵
Fig･12･ M icr oa ngiogr a m of the ho st-gr aft junctio n of a n
allogr aft at 8 w e eks after oper atio n. T he n etw ork of
ne wly for m ed blo od v es sel in v ading into the gr aft bon e
fro m the ho st bo n eis s e e n･ T he s e r elativ e de n sity is
higherin the fr o ze n a1logr aft tha n in the a uto cLa v ed
allogr aft orE O Gsteriliz ed allogr aft･ A, fro z e n allogr aft;
B･ autO Claved allogr aft; C, ethylen e o xide gas steriliz ed
auogr aft; G, gr aftbo n e; H, host bo n e.
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骨の 骨伝導能よ り も劣 るもの と考え られ る . これ ほ , ひと つ に
オ ー ト ク レ ー ブ処 理 同種骨ほ骨誘導能を ほ とん ど有 しな い た め
に
, 骨伝導が 骨誘導能に よ っ て 促進 され る こと が な い ため と考
え られ た ･ さ らに
,
Burchardt31}の 報告の よ う に , 移植骨 を熱処
理する こ と で 移植骨内の ハ ー バ ー ス 管の 管 内に , 熱処理 に よ っ
Fig･1 3. M icroangiogra m of the ho st-gra.ft ju n ctio n of the
allogr aft at24 w e eks after oper atio n. Re v as c ulariz atio nis
S e e nin the fro z e n alogr aft. T he relativ e n etw ork de n sity
Of n e wly for m ed blo od v e sel is higher in the fr oz e n
allogr aft thanin the autocla v ed a1lograft orE O Gsteriliz ed
allogr aft･ A, Fr oz e n allograft; B, a utO Cla v ed allogr aft; C,
ethylene o xide ga s sterilized allograft; G, gr aft bo n e; H,
ho st bone .
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Fig.14. M icr o a ngiogra m of the ho st
-gr aftju n ctio n of the
auograft s up ple m e nted with A A Abo n e at 8 w e eks after
oper atio n■ T he n etw ork of n e wly for m ed blo od v e ss el
invading aLrO u nd the graft bo n efro m the host bo n eis
s ee n. T hes e r elativ e density is higher in the froze n
allogr aft tha nin the autocla v ed allograft o rE O Gsteriliz ed
a1logr aft･ A, autO Cla v ed allograft; B, E O Gsteriliz ed
allogr aft;A A A bo n e,a utOlyz eda ntige n
- e Xtr a Ctedalloge n eic
bo n e; E O G, ethyle n e o xide ga s; G, graft bo n e; H, ho st
bo n e.
Fig. 15. M icr o a ngiogra m of the ho st-graft ju n ctio n of a n
auograft sup ple me nted with A A A bo n e at 24 w eeks after
oper atio n･ T he r elativ e n etw ork de n sity of n e wly for m ed
blo od v e ss el is si mi 1arin the fr ozen allogr aft t oin host
bo n e a nd highertha nin the a utocla v ed allogr aft orEO G
steriliz ed allogr aft. A, a utO Cla v ed allogr aft; B, E OG
steriliz ed a1logr aft;A A A bo n e, a utOlyz ed antige n-e Xtra Cted
alloge n eic bo n e; E O G, ethylen e o xide ga s; G･ graft bo ne ;
H, hostbo n e.
Table2. Statistic al a n alysis ofthe blo od v es selde n sity
1)8 & 12w e eks after
impla ntatio n
F A E A A E A





2)16w e eks afte r
im pla ntatio n






3)24w e eks afte r
im pla ntatio n




A A * *
E A * *
*
, Signific a nt differ e n c ebetw e e nthe tw o gro ups(p< 0･ 5)by Scheffe F
-te St ;F･
froz en allograft; A, a utOClav ed a1lograft; E, E O Gste riliz ed a1logr aft; A A･
a uto cla ved a1lograft + AA A bo ne; E A, E O Gsterilized alogr aft + A A A bo n e;
A A A bo n e, autOlyzed antige n- e XtraCted alloge neic bon e; E O G, ethyle ne oxide ga s･
滅菌同種骨移植の 実験的研究
て生じた コ ラ
ー ゲ ン の 変性物質 な どが つ ま るた め , 骨伝導能が
一 部妨げ られ た こ と も関与 して い ると 考 え られ た ･
Ⅳ . エ チ レン オ キ サ イ ドガス 処理同種骨の骨形成能 に つ いて
Clow ard
15)ほ , 凍結 同種骨 を臨床に 用い た 中で , 22% に 移 植
骨の 感染がみ られ た こ と か ら , 滅菌処理 同種骨の 必 要性 を強調
してい る. また , John so nら
1 7)も移植後感染 を防止す るうえ で
滅菌処理同種骨が重要である こ とを 強調 して い る ･ 滅菌処理 の
中で は , エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス は 移植骨の 骨誘導能を阻害 し
ないと報告されて い る こ と か ら , 滅菌処理 の 簡便性も合わせ も
っ エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス に よ る 処理 同種骨 の 有 用 性 が 報
曾
5ト m され て い る . しか し, Clow ard
15)の 報告 は エ チ レ ン オ キ サ
イ ドガス 処理 同種骨の 臨床応用 の 報告の み で , 基礎的な実験 に
裏付けされたも の で は な い . ま た , John s o nら
一丁) の 実験で は エ
チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種骨で骨欠損部を再建する とき に
母床の 骨膜を温存 して い るた め , エ チ レ ン オ キサ イ ドガ ス 処 理
同種骨そ の もの の 骨形成能は検討 され て い な い .
本実験に おけ る エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 同種骨の 着床過
程では , 母床 よ り増殖 して きた軟骨や軟骨性骨化部に よ っ て接
合部が埋 ま る こ と で , 移植骨は骨癒合を起 こ し てい た . 一 方 ,
母床よ り増殖 してきた 軟骨や新生骨 とは 別 に , 凍結処理 同種骨
の移植でみ られた よ うな 移植骨側 に おけ る線椎性結合織の 軟骨
や新生骨 へ の 分化誘導は ほ と ん どみ られ ず , エ チ レ ン オ キ サ イ
ドガス 処理 同種骨の 骨誘導能は ほぼ 消失 して い る こ と が 示唆 さ
れた. また , 移植骨内 へ の 血管侵入 に つ い て は , オ ー ト ク レ ー
ブ処理 同種骨 と ほぼ 同様の 経過 をた ど り , エ チ レ ン オ キ サ イ ド
ガス 処理 同種骨 は骨伝導能を有す る こ と が示 され た .
エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種骨 の 骨誘導能が ほ と ん ど消
失して い た 原因と して , エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理 同種骨 に
残存する脂質類 な どの 関与が考 え られ た . M ikulski ら
32) は , 同
種骨に 存在する脂質類を抽出 し骨誘導物質 に 加 えて 移植 した結
果, 骨 誘導能 が 阻害 さ れ た と 報告 し て い る . ま た , Urist
ら18 ト 抑や垣 内ら33)34)も同種骨の 脱脂操作 の 必 要性 を報告 して い
る. しか し , 著者の 実験 で 用 い た エ チ レ ン オ キサ イ ドガ ス 処理
同種骨で は , 特 に 脱脂操作を行 っ て い な い た め , 骨誘導能 が阻
害され たもの と考 え られ た .
とこ ろで , 同種骨を 脱脂する場合 , 同種骨 へ の エ チ レ ン オ キ
サイ ドガ ス の 浸透性を よ く する ため に 凍結乾燥処 理 が 必 要で あ
るが
, 同種骨の 力学的圧縮強度 は凍結乾燥処 理 す る こ と に よ っ
て新鮮骨に 比べ 約70%に 低下する37). Clo w ard ほ , 臨床報告か
ら エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種骨 の 力学的強度が凍結処理
同種骨に 比べ 若干 低下 す る こ と を報告 して お りほ), 同 種骨 に 脱
脂や凍結乾操処理 を 加え る こ と で エ チ レ ン オ キサ イ ドガ ス 処理
骨の力学的強度は さ ら に 低下するも の と考 え られ る . 力学的強
度の 低下 した処理 同種骨 で ほ , 塊状移植骨材と して 臨床応用す
るに ほ移植骨自体 の 支持性に 不安が 残 る ため , 本実験 で は エ チ
レ ン オキサ イ ドガ ス 処理 同種骨 に 脱月旨操作 を加 えず に 移植 を
行っ た . しか し, こ の よ うな エ チ レ ン オ キ サ イ ド ガ ス 処理 同種
骨に おい て も, 骨伝導作用 に よ っ て経時的 に 移植骨 へ の 血 管や




に つ い て
化学的操作を加えた脱灰凍結乾燥同種骨は , 皮質骨に含 まれ
る骨形成蛋白を安定化 させ た処埋骨 で , こ の 同種骨単独移植 で
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も未分化間葉系細胞 に 作用 して 骨誘導 を起 こ す こ と が確か め ら
れ て い るl 鋸
､ 22)
著者 の 実験に お い て は , 骨 誘導能が損な わ れ て い る滅菌処理
同種骨 で も骨伝導能 に よ っ て 骨癒合を起 こ して い た が , 化学的
操作 を加 えた 脱灰凍結乾燥同種骨移植群で ほ 化学的操作を加え
た脱灰 凍結乾燥同種骨非移植群に 比 べ , 早期よ り骨癒合が得 ら
れ て い た . こ れ は , 化学的操作を加え た 脱灰凍結乾燥同種骨を
移植す る こ と に よ っ て 滅菌処理同種骨を単独 で 移植 した 場合よ
り も移植骨周囲の 線椎性結合織 に 軟骨化や骨化が促進 され , さ
ら に 軟骨化や骨化を起 こ した 部分に 母 床か らの 血 管 の 侵入 も増
加す る こ とか ら , 化学的操作 を加 えた 脱灰凍結乾燥同種骨の 骨
誘導 が効率よく作用 してい た ため と考え られ た . また , 移植床
に 血 行が十分に み られ るよ う に な ると , 移植骨 の 骨伝導作用が
移植後早期か ら期待 で き抑 , そ の た め に 移植骨 へ の 血 管 や 骨形
成細胞 な ど の 侵入増殖が早ま っ た もの と 考え られ た .
Ⅵ . 臨床応用 へ の 展望
悪性骨腫瘍 の 治療 に おけ る患肢温存手術や人工関節再置換時
の 大きな骨欠損は関節近傍や骨幹部 に 多く ▲ 自家骨 で は 骨供給
量に 制限があるた め に , 人 工 物や 同種骨に よ る再建が行わ れ て
い る . 特 に , 同種骨で 再建する場合 に は , 同種骨自体 に 支持性
が要求さ れ る ため , 塊状移植骨を用 い る こ と が多 い . 従 っ て ,
臨床 応用 を考 えた う え で の 滅菌処理骨の 移植実験 を行 うに は l
こ の よ う に 臨床で よく行わ れ て い る長管骨の 骨欠損に 対する再
建を想定 した 実験系で処理骨移植 を行 う こ と が必要 で あると 考
え , 著者 ほ ラ ッ トの 大腿骨全長の 約 1/3(約10m m) の 骨欠損
部を作成 し, こ れ を 処 理 同種骨 で 再建す る と い う方法を行 っ
た .
骨欠損部をす べ て 人工物 で 再建 した場合 , 人 工物 の 緩み や 耐
久 性の 問題 か ら長期的な支持性を獲得す る こ と は 困難 で あ り,
さ らに 人工物自体 へ の 靭帯や 腱の 再生着が む ずか しい た め に ,
構築的に か つ 機能的に 優れ た 再建方法 と は言い 難い . 一 方 , 滅
菌処理 同種骨 は骨伝導能 に よ っ て移植骨 の 着床が起 こ り , 骨誘
導物質を付加す る こ と で 骨形成に 優れ た 移植骨材に な り える こ
と が 実験的に 確か め られ た こ とか ら , 滅菌処理 同種骨を 用 い た
再建に お い て は , 人 工物 で ほ 期待 で きな い 長期的な , ま た ほ 永
続的な支持性の 獲得 が可 能で ある と思わ れ た .
ま た , 滅菌処理骨 に お け る 靭帯 や腱 の 再生着 に つ い て は ,
オ ー ト ク レ ー ブ処理 自家骨に おけ る臨床報告で十分に 再生 着が
起 こ る と い わ れ て い る-3)もの の , 詳 しい 組織学的か つ 力学的 な
実験報告は なく , 今後検討さ れ な く て は な ら な い 問題点 で あ
る . しか し , 滅菌処理 骨は 人工物 と違 っ て 生体よ り採取 した 骨
で ある こ とか ら , 靭帯や 瞭の 生物学的な再生着が期待 され う る
もの と考 え られ , これ を用い る こ と で 機能的な再建も可能と な
る と思わ れ る .
さ ら に , 滅菌処理骨 に おい て は , 感染 の 危倶が ある 同種骨 で
も滅菌処理す る こ と で 移植骨材と して使用 で きる こ とや , 凍結
処理 同種骨に み られ る 移植後感染 の 危惧が ほ とん どな い こ とな
どの 利点 があ るた め , 我が 国で は 入手困難な凍結処理同種骨に
かわ る移植骨材と して広く臨床応 用 さ れ 得 る も の と 考 え られ
る .
結 論
ラ ッ ト の 大腿骨を用い て , オ ー ト ク レ ー ブ処理同種骨や エ チ
レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処理両種骨の 移植実験を行 い , 凍結処理骨
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の 移植抗原性や骨形成能と比較検討 し て 以下の 結論を得 た ･
1 . 皮膚脱落試験に よ る移植抗原性 に つ い て ほ , 新鮮同種骨
の 脱落 日数 (8.6 ±1.14 日) に 比 べ凍結処理骨(12.2 土0.837日),
オ ー ト ク レ ー ブ処理 骨(11.8 土0.83 7 日)や エ チ レ ン オ キ サ イ ド
ガ ス 処理骨 (11.2 ±1.13 日) の 皮膚脱落日数 は統計学的 に 有意
に 延長 し (p<0.05)∴各処埋骨 の 抗原性が新鮮同種骨 の そ れ よ
りも低下 して い た . 各処埋骨の 皮膚脱落日数の 間に ほ統計学的
に 有意差を認めず , 滅菌処理骨 の 抗原性は凍結処 理骨の 抗原性
と同程度ま で低下 L てい た .
2 . 凍結処理 骨で ほ , Ⅹ線像か ら骨癒合 は移植後 8週 に 認め
られ た . 組織学的な着床過程で ほ , 接合部に お い て母 床 よ り増
穂 して きた 骨化部分と , 移植骨 の 骨誘導能に よ り移植骨 周開の
結合織か ら分化誘導 された軟骨化や軟骨性骨化 した 部分と が 骨
性に 結合 して い た . さ らに , 移 植骨内 へ 血 管が 侵入 す る と共に
移植骨内に新生骨が認められ , 凍結 処理骨 の 着床過程 に お い て
は , 骨誘導能 に 引き続き骨伝導能が作用 L てい た ･
3 . オ ー ト ク レ ー ブ 処理 同種骨や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処
理同種骨で は , Ⅹ線像 か ら骨癒合は移植後12週目に み られ , 凍
結 処理骨 よ り遅延 して い た ∴ 組織学的 に ほ , 滅菌 処理 骨は 骨誘
導能を有 しな い た め に , 移植骨周 開の 線維性結合織 に は 軟骨化
や骨化の 分化誘導が み られ ず , 移植 骨内 へ 血 管が 侵入 す る と共
に 移植骨 へ の 新生骨 の 添加が増加 し , 滅菌 処理 骨 ほ主 に 骨伝導
能 に よ っ て 着床 を起 こ して い た .
4 . オ ー ト ク レ ー ブ処理同種骨や エ チ レ ン オ キ サ イ ドガ ス 処
理 同種骨 に化学的捜作を加え た 脱灰凍結乾操同種骨を加え た 群
で ほ , 各処埋骨 の 単独移植に 比べ 骨癒合(移植後 8週)が促進 さ
れ て い た . 組織学的 に は , 化学的操作を加え た脱灰凍結乾燥同
種骨を移植 した こ と で 移植骨周囲 に 早期か ら骨誘導が起 こ り ,
こ の 結 熱 化学的操作を加えた 脱灰凍結乾燥同種骨非移植群よ
りも骨癒合が促進 され て い た .
以上 , 滅菌処理 同種骨ほ , 凍結処理骨 よ りも骨癒合に 遅延が
み られ るも の の , 拒絶 され る こ と なく , そ の 骨伝導能に よ っ て
十分な 骨癒合を起 こ す こ と が証明 され た , こ の こ とは , 滅菌処
理骨が塊状移植骨材 と して 臨床応用 で き る こ と を示 唆す るも の
で ある . さ ら に , 滅菌処理 同種骨わ周囲に 骨誘導物質を移植す
る こ と で , よ り骨形成能の 優れ た移植骨材と な りえ る もの と考
え られ る .
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Key w ords allogeneic bo negraft, aut ∝1ave, ethylene oxide gas, autOlyzed an tlgen -e Xtr aC ted allogeneicbone, S teri1iza-
do n
Serio u$PrOble m s ass ociated wi th frozen allograftsincludeinfectio nde veloplng afterimplan tadon anddi餓culty ln
Obtaining the minJapanbec aus e ofreligious and s ∝ial factors･ Ifthe oste osymtheticproperdes ofsteri1ized a1lografts, S u Ch
aS aut∝1aved a1lograf岳(135℃, 10 min) and ethylene o xidegas steri1ized al10grafts(EOG al10grafts), ar e SimilartO th bseof
&ozena1lografts(- 80℃), S u Ch al10grafts w ould overc o me the proble m m ention edabo ve･ T be purpose of this studyis to
COmpar ethe oste osyntheticpr operdes ofsteri1ized al 10grafts wi ththose of froze nal lograftsin amim ale xperlm entS･ T he allo-
gr aRs w ereobtain ed &o m the lOⅡ 皿 ftm oraldiaphysis of W istar r atsandb
･
e ated tobring the mto o ne ofthe above- m e n-
tionedsterilizadon c ondi do ns･ n eim munologicalrespons e wa s checkedbyskin graft assay･ Ea ch al lograftwasimplan ted
into alOm m鎚 m oraldiaphyseal deftct m adein anSD rat･ In other steri1ized a1lograft implantedgroups, the rec o n st ru Ctio ns
Were s up ple m ented withautolyzed antigen- eXtr a C ted a1logen eicbo n e(A A Abo ne)･ T he rec on stru Ctions w erein v estigated
wi threspectoincorporationby radiogrqphy, histologyand micro anglOgraPhy at2, 4, 8, 12, 16and 24 w eeks after rec on-
$hction･ In the sk ingraftassay,the anbgenle velofthe steri1ized allografts w as similartO that of the &oze nallografts, but
WaS n otc o mpletely extracted･ Bo ny umio n w as achiev ed at8 w eeks after reconstru Ctio n of the ffo zenalografts and at 12
Weeks aRer rec onstruCtion ofthe steri1ized al lografts radiographic ally･ Ne w apposido nalbon ew aspres entatthe border of
thegrafted bon e at8 w eeks aftertr an Splantation of the 加 zenal 10grafts･ On the otherhand, n OappOSitional bon e w aspre-
Se ntattheborder ofthe steri1ized allograft at 12w eeks aftertr an SPlantation･ n eSe血 dings suggestdlat&ozenal10grafts,
butnot steri1ized alografts･ ha v e an OS te Oindu ctiv eproperty Which islargely destr oyed by the steri1izadon m ethods.
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blo od vesselde nslty Ofthe steri1ized allografts w aslowe rthan that ofthefroze nal10grafts･ T he reas onforth is differenceis
that steri1iz ed al10graftshav eo nly oste oc onduction･ Bu t n e wboneform ation afterthein vasio n ofnew v e s s els occurred in
the sterilizeda1logra氏sby osteo co nductio n･ Supple m ented with A A Abone, e a Ch typeOfallog
raft exhibited abundan tnew
bo nefor m atio n andinvasio n ofne w vessel c o mpar edto the n on supple m e ntedallogr afts･ As the unlon of the sterilizedalo-
grafts w as satisfactory atthe host
-graftj叩Ctio nby oste oc onducdon,itis c o ncludedthatthese al10gr afts c anbe usedforthe
rec onst ru Cion oflargeskeletal defects, a nd thatthe ad dition ofo ste oinductiv e m aterialc animpro ve thein c orporatio n ofthe
Sterilized 山10gra氏.
